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@ Kombinationskammer und Verfahren zurTrennung von Biomolekulen 

|§) Die Erfindung beschrejbt eine Kombinationskarrimer 
und Verfahren zur Trennung von Biomolekulen oder an- 
deren Stoffgemischen und ist anwendbar insbesondere 
bei der ein- oder zwei-dimensionalen Trennung von Bio- 
molekulen in Gelen durch Elektrophorese in einer Elektro- 
phoreseapparatur, beispielsweise der Auftrennung von 
Proteinen, Glycoproteinen, Lipoproteinen, Nukleinsauren 
oder Zeilkomplexen in Gelen. 

Die Kombinationskamrrter zur zwei-dimensionalen Tren- 
nung von Biomolekulen oder anderen Stoffgemischen in 

waagerecht Qbereinander angeordneten Gelen durch 

Elektrophorese weist eine Ruckwandplatte und eine Deck- 

platte auf, wobei zwischen Ruckwandplatte und Deckplat- 

te mindestens zwei Umlenkelemente zur Fuhrung von 

Isolierelementen angeordnet sind. 
I Es wird weiterhih das Verfahren zur ein-dimensionalen 
, sowie zwei-dimensionalen Trennung und die Rezeptur 
I spezifischer Gele beschrieben. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Kombinationskammer und 
Verfahren zur Tirennung von Biomolekalen oder anderen 
Stoffgemischen und ist anwendbar insbesondere bei der ein- 
oder zwei-dimensionalen Tbennung von BiomolelcQlen in 
Gelen durch Elektrophorese in einer Elektrophoreseappara- 
tux, beispielsweise der Auftrennung von Proteinen, Glyco- 
protelaen, Lipoproteinen, Nulddnsauren od& ZeUkomple- 
xen in Gelen. 

Aus der DE 198 31 210 ist cin Verfahren und cine Vor- 
ricbtung zur zwei-dimensionalen Trennimg von BiomolekQ- 
len in Gelen durch Elektrophorese in einer Elektrophorese- 
appaiatur bekannt, welche insbesondere der Auftrennung 
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Proben im Gel enthalten sind. Diese konnen alle parallel zu- 
einander in der ein-dimensionalen Elektrophorese getrennt 
werden. Die Konstruktion der Kombinationskaimner bieibt 
also erhalten und es konnen sowphl ein-dimensionale wie 
zwei-dimensionale Gele im gleidien Kammersystem durch- 
gefQhrt werden. Vorteilhaft ist auch, dafi lange Lauf strecken, 
z. B. 32 cm lange ein-dimeosionale Gele, durchgefOhrt wer- 
den konnen. 

Die Erfindung soU nachstehend anhand von in den Figu- 
ren dargestellten Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert 
werden. Es zcigcn die Fig. 1 bis 5: 

eine Prinzipdarstellung der Kbmbinationskaiiimer in den 
einzelnen Komplettierungsstufen. 
Die Kombinationskammer bescdit aus zwei Teilen, die 



von beispielsweise Proteinen, Glycoproteinen, Lipoprotei- 15 iibereinander angeordnet sind, dem oberen lEF-'Ibil fur die 



neai, Nukleinsauren oder Zellkomplexen dienen. Die dort 
beschriebene Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, daB 
eine Elektrophorese-Kombikammer einen Kem mit Kuhl- 
elementeh aufweist, wobei die Kuhlelemente unter den 
beidseitig des Kerns durch innere Flatten und auBere Flatten 
im Zusammenwirken mit entfembaren oder schaltbaren Iso- 
lierelementen gebildetea Gelkammem und PufEeigef^en 
angeordnet sind. 

Das Verfahren basiert darauf, daB in der Elektrophorese- 



DuFchfUhrung der lEF-Elektrophorese in der ersten Dimen- 
sion und dem unteren Teil fur die Durchfiihrung der SDS- 
Rektrophorese in der zweiten Dimension. 
Die Kombinationskammer besteht aus mehreren Bestand- 
20 teUen, die beispielsweise durch Verschraubung oder Klem- 
men zusammengesetzt werden. Die Riickwandplatte 28A 
bildet mit dem oberen Pufferreservoir 29 der zweiten Di- 
mension sowie den GiefigefaBen 30 zum GieBen der zweiten 
Dimension, dem PuffergefaB 31 zum Hinfiillen des Puffers 



Kombikammcr scnkrccht ncbcncinandcr angeordnctc Gclc 25 der zweiten Dimension cine Einhcdt Die als Glasplattc aus- 

bearbeitet werden. gebildete Decliplatte 28B wird mit der Riickwandplatte 28A 

Eine Behandlung von waagerecht ubereinander angeord- und dem oberen Pufferreservoir 29 z. B. dxirch Verschrau- 

neten Gelen ist mit der beschriebenen Losung nicht mog- bung verbunden. Rache Dichtungen 23 rechts und links 

lich. dichten nach auBen ab und legen die Dicke der Gele zwi- 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Kombi- 30 schen den Flatten 28A und 2HB &st Die Platte 2KB bat eine 



r und ein Verfahren zar Trennung von Biomo- 
lekulen zu scbaffen, mit welchea mit einfachen !Nfitteln in 
einer einzigen Apparatur mit selbstgegossenen Gelen und/ 
Oder getrocknetrai Fertiggelen effektive Gelelektrophoresen 
der ersten und zweiten Dimension vollautomatisch durchge- 
fuhrt werden konnen. Es ist weiterhin Aufgabe der Erfin- 
dung, spezifische Fertiggele anzugeben. 

Diese Aufgabe wird erfindimgsgemaB gelost durch die 
Mcrkmalc in den Anspriichcn 1, 10, 19 und 20. 

ZweckmaBige Ausgestaltungeai der Erfndung sind in den 
Unteranspnichen enthalten. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, daB 
eine Vollautomatisierung der gesamten 2DE einfach durch- 
gefiihrt werden kann, indem die Gele fur die Ti-ennung in 



35 



40 



H5he, die sidi aus der Hohcj der Platte 28A und der H6he 
des oberen Puffeneservoirs 29 ergibL Die Flatten 28A. 28B 
koimen transparent sein. Insbesondere die obere Deckplatte 
28B soUte durchsichtig sein, um die einzelnen Verfahrens- 
schritte beobachten zu konnen. 

Zwischeri den Umlenkelementen 22 befindet sich U-fijr- 
mig ein im vorliegenden Ausfiihrungsbeispiel als Schlauch- 
dichtung ausgebildetes Isolierelement 24, daB das Gel 25 
der ersten Dimension vom Gel 36 der zweiten Dimension 
trennt. Neben den -Umlenkelementen 22 befinden sich -die 
Elektroden 26 und 27 fur die Elektrophorese der ersten Di- 
mension. 

Die zusammengesetzte Konstruktion aus den Flatten 
28A, 28B und den oberai Reservoirs wird in den unteren 



der ersten Dimension und die Gele fur die Trennung in der 45 Puffertank 32 der zweiten Dimension gesteUt Dort befindet 

zweiten Dimension waagerecht zueinander, also tibereinan- sich eine Dichtung 33, die z. B. pneumatisch angehoben 

der angeordnet werden. werden kaim GZustand 33a), um den Leerraum zwischen den 

Diese waagerechte Anordnung wird dadurch ecmdglicht. Flatten 28A und 28B nach unten abzudichten, dandt das Gel 

daB die IsoliearelemenCe zwischen den Gelen der ersten Di- 36 der zweiten Dimraasion ttber eine Verbindung (z. B. dnen. 

mension und den Gelen der zweiten Dimension ebenfalls in SO Schlauch) aus dem GieBge^ .30 gegossen w^en kann. 



einemdefiniertenBereich waagerecht verlaufen, gleichwohl 
jedoch iiber Umlenkelemente zur Fuhrung nach obenhin aus 
der Kombinationskammer hcrausgezogcn werden konnen. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht. darin, daB mit 
der gleichen Kombinationskammer auch die ein-dimensio- 
nale Ttennung durchgefuhrt werden kann, indem ansteUe 
des Gels fiir die Trennung in der ersten Dimension sowie des 
IsoHerelementes ein Kamm mit Probentaschen fur verschie- 
dene Proben in das SDS-Gel eingesetzt und dieses auspoly- 
meiisiert wird, der Kamm nach dem Auspolymerisieren ent- 
femt, die Proben in die entstandenen Aussparung^ einge- 
bracht und nachfolgend die ein-dimensionale Elektropho- 
rese durchgerdhrt wird. 

Hierzu wird auf den Einsatz deslsolierelementes verzich- 



Das PufferfiillgefaB 31 dient dem Fallen des unteren Puffer- 
tanks 32. In dem PuffergefaB 29 und dem Puffertank 32 be- 
finden sich die Elektroden 38 und 39 der zweiten Dimcn- 
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Nachfolgend soil das Zusammensetzen der Kombinati- 
onskammer beschrieben werden. 

Zur Vorbereitung der 2DE werden auf eine Glasplatte 
28B, aus der zwei Umlenkelemente 22, z. B. Boizen, her- 
ausragen, rechts und links jeweils Flachdichtungen 23 als 
60 Spacer aus Kunststoff gelegt (vgl. Fig. 1). Die Bereiche der 
ersten und zweiten Dimension sind lediglich duich ein Iso- 
lierelement 24, hler einen dehnbaren Kunststoffschiaucb 
voneinander gelrennl, der U-Ionidg zwischen den zwd Um- 



l»ikelementen 22 so angeordnet ist, dafi sich eine gerade 
tet und statt dessen ein Kamm mit Probentaschen beim Aus- 65 Abgrenzung nach unt^ ergibt Br ragt an bdlden Enden der 
polymerisieren des SDS-Geles mit eingesetzt, der nach Aus- oberen Kammer heraus und laBt sich leicht berausziehoi. 
polymedsierung des Geles herausgenommen wild, so daB Zwischen den Umlenkelementen 22 wird im voriiegenden - 
nunmehr multiple Ports fiir das Auftragra verschiedener AusfOhrungsbeispiel ein IHF-Fertiggelstreifen 25 positio- 
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niert (weiBe waagerechte Rache) und in direkten Kontakt 
mit den beiden Elektroden 26, 27 gebracht, die bei den Um- 
lenkeiementen 22 durch die Glasplatte 28B ragen und die 
Elektrophorese in der ersten Dimension ermoglichen. Dann 
wird die obere Glasplatte 28B aiifgdegt (Fig. 2) und im vor- 5 
liegenden Ausftlhningsbeispiermittels Klammem mit der 
unteren Rtlckwandplatte 28A und dem oberen Puffeireser- 
voirs-29 zusammengehaltea. Das Glasplattensandwich wird 
darauf in den Puff^tank 32 gestellt (Fig. 3). Das Giefige^ 
30 dient zum GieBen des SDS-PAGE-Geles und das Reser- 10 
voir 29 und der Puffcrtank 32 als Puffcrrcscrvoir fur die 
SDS-PAGE, wobei der Puffertank 32 iiber eine Verbin- 
dungsleitung aus PufferfiillgefaB 31 gefuUt wird. 

Im Puffertank 32 befindet sich eine Dichtung 33, die beim 
Abdichten den Schlitz zwischen den beiden Glasscheiben 15 
28A, 28B an der Unterseite verschlieBen kann. In Fig. 3 ist 
sie im nicht-abdichtenden Zustand dargestellt 

Die Vorbereitung und Durchfiihrung der.Elektrophorese 
. veilMuft im vodiegenden AusfQhrungsbeispiel wie folgt 

Das lEF-Gel 25 wird zur Rehydratisierung mit Rehydrati- 20 
sierungspuffer zwischen den Glaspiatten 28A, 28B im 
Raum 34 fiberschichtet und rehydratisiert Nach der Rehy- 
dratisierung (>2 h) wird der uberschiissige Pufifer entfemt 
Dann wird die Probe La eine Aussparung 35 eingebracht, de- 
rcn Platz durch Einbringung cincs Spaccr-Einsatzcs wah- 25 
rend der Rehydratisierung ausgespart blieb, Dann wird die 
Elektrophorese durch Anlegen einer Spannung zwischen 
den Elektroden 26, 27 durchgefiihrt. Nach der Diarchfuh- 
rung der lEF-Elektrophorese wird das lEF-Gel 25 durch.Zu- 
satz von Reequilibrierungspuffer, der in Raum 34 einge- 30 
bracht wird, umgepuffert (30 min. bei pH 6,9). . 

Das SDS-Gd 35 fiir die zweite Dimension wird vor, nach 
Oder wShrend der Durchfiihrung der ersten Dimension ge- 
gossen, indem die Gelldsung fiber das GiefigefMfi 30 einge- 
ftiUt wird und durch eiae Leitung nach unten zwischen die 35 
Glaspiatten 28A, 28B geleitet wird (Fig; 4). In diesem Zu- 
stand dichtet die Dichtung 33A das Glasplacten-Sandwich 
nach unten ab, so daB die Gellosung nicht auslaufen kann. 
Das CjcI 36 wird zwischen den Glaspiatten 28A, 28H fur 
miudestens zwei Stunden polymerisiert. Danach wird die 40 
Abdichtung durch die Dichtung 33A wieder aufgehoben 
und es resultiert die Dichtung 33. 

Nach Beendigung der lEF-Elektrophorese und erfolgter 
Umpufferung des Gelstreifens 25 wird der Reequilibrie- 
rungspuffer aus dem Raum 34 entfemt, der Kunststoff- 45 
schlauch 24 aus der Apparatur seitlich uach oben z. B. mit 
einem Schiittmotor herausgezpgen und der entstehende 
Zwischenraum 37 zwischen erster und zweiter Dimension 
mit Kontaktgel (z. B. Agarose-Sammelg^) befiillt (Fig. 5), 
Dann wird Puffer in das Pufferreservbir 29 imd den Puffer- 50 
tank 32 eingefullt und iiber ein elektrisches Feld zwischen 
den Elektroden 38, 39 der zwciten Dimension in deu mit 
Puffer gcfiilltcn PuffcrgcfaBcn 29, 32 die SDS -Elektropho- 
rese in der zweiten Dimension durchgefiihrt. Nach Ende der 
Elektrophorese wird das Platten-Sandwich herausgenom- 55 
men, das Gel abgehoben und nach bekannten Methoden eat- . 
wickelt, z. B. mit Silbemitratlosung oder Coomassielosung 
angef^t 

- Die Kiihlung beider Elektrophdrese-Diniensionen erfolgt 
durch Eihtauchen der (jelsandwicbe in thermostatisierte 60 
Pufferldsung der zwdtea Dimension, die sich in dem Puffer- 
tank 32 befindet, odisr es werden die Kammersandwiche 
durch an die Gla^Iatlen 28A, 28B angelegte Kuhlkamiuem 
gekuhlt . " 

Eine andere vorteilhafle Ausfiihrung des Isolierelementes 65 
24 besteht darih, daB es sich um einen Schlauch handelt, 
welcher zur Erhohung der Abdichtungseigenschaften zwi- 
schen den beiden Gelen mittels eines Ruides aufgepumpt 
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warden kann und um die Eutfemung des Schlauches nach 
der Durchfiihrung der ersten Dimension zu erleichtem eva- 
kuiert werden kann. Eine weitere vorteilhafle Ausfiihrung 
besteht darin, daB ein dunnwandiger vSchlauch als Isolierele- 
ment verwendet wird. Der Schlauch kann in einer Rille in 
den Platten 28A und/oder 28B gefiihrt sein und wird nach 
der Durchfiihrung der ersten Dimension eyakuiert und ver-- 
bleibt aber in der Kombinationskanmier. Der durch die Evar 
kuierung j&eiwerdende Raum zwischen den beiden Gelen 
wird mit einem Kontaktgel befullt Der sonstage Ablauf der 
zwci-dimcnsionalcn Elckcrophorcsc vcr^ufl analog dem bc- 
schriebenen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch neue lEF-Gele (iso- 
elektrische Fokussierungsgele) gemaB der Anspriiche 20 bis 
25, die einen hervorragenden Trenneffekt fur BiomolekiiLe 
bieten, insbesondere fiir Proteine, imd einen erweiterten 
Auftrennungsbereich auf der sauren und basischen Trenn- 
seite. Nachfolgend vf&idpa ausgewahlte Rezepte von Gelen 
dokumentiert 

Standaid-Rezepte 

AmphoUn-Fertiggele (hydratisiertes Gel) 

3.5-4% Acrylamidgcl mit 9 M Hamstoff mit minimal 2% 
Ampholinen (WTIA Ampholyte), pH-Bereich pH 2.0 bis 
11.0 (mit Oder ohne Zusatz von Detergenzien und Thioham- 
stoff). 

Ampholin-Immobilon-Fertiggele (hydratisiertes Gel) 

3.5-4% Acrylamidgel mit 9M Urea mit minimal 2% 
Ampholinen (WTIA Ampholyte), pH-Bereich pH 2.0 bis 
11.0 (mit Oder ohne Zusatz von Detergenzien und Thioham- 
stoff) 

seitliche Immobilingele: 10% Acrylamidgel unter 2toatz 
von 50 mM bis 100 mM Immobilinen. 

SJiS^Gcl, 2. Dimension 

SDS-PAGE mit 15% Acrylamid, 0,1% SDS, ThsfRCl- 
Puffer, pH 8,8. 

Rehydratisierungspuffer 

9 M Hamstoff, 2-^% Ampholine, pH Bereich 2-11 (mit 
oder ohne Zusatz von Detergenzien und IMohamstoff). 

Reequilibrierungspuffer 

3% SDS, 70 mM DTT, THs^osphat, pH 6,8. 

Agarose Sammclgcl 

0,1% SDS, 1% Agarose, Tris/Phosphat, pH 6,8. 

Elektrophorese-Puffer 1. Dimension 

Puffer A: 4% (v/v) Phosphorsaure 
Puffer B: 5% (v/v) Ethyloidiamin. 

Elektrophoresepuff^ 2. Dimension 

SDS-Latt^uffer: 192 mM Glycin, 25 mM Ttis-Base, 
0,1% SDS. 

Laufbedingungen 
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1. Dimensioa 



Ih 
Ih 

17,5 h 
Ih 
0.5 h 
lOmin 

5 tnin 



30 mm 
6h 



2. Dimension 



100 V 
200V 
400 V 
600 V 
800 V 
1500 V 
2000V 



40 mM 
80 mM 



10 



15 



Die Erfindung ist nicht beschrankt auf die hier dargestell- 
ten AusfOhrungsbeispiele. Vielmehr ist es moglich, durch 
Kombinadon und Modifikadon der genannten Mittel imd 20 
Meikmale weitere AusfUhnmgsvaiianten zu realisieren, 
obne den Rahmea der Hrfiiiduag zu verlassea. 



25 

22 Umlenkelement 

23 Dichtung 

• 24 IsoJierelemente 

25 Gel der ersten Dimension 

26 Elekttode der ersten Dimension 30 

27 Eleklrode der ersten Dimension 
28A Rjiickwandplatte 

28B Deckplatte 

29 oberes Pufferreservoir der zweiten Dimension 

30 GieBgefaB der zweiten Dimension 35 

31 PuffeifliUgefaB 
der zweiten Diraension 

32 unterer Puffertank der zweiten Dimension 

33 Dichtung (kann z. B. pncumatisch angchobcn wcrdcn) 
33A Dichtung (ist z. B. pneumadsch angehoben) 40 

34 Raum zwischen Flatten (28A, 28B) uber der Schlauch 
(24), der zur Rehydratisierung und Umpufiferung des Gels 
der ersten Dimension mit Puffer gefiillt wird 

35 Aussparung im Gel der ersten Dimension fur Probenauf- 
trag 45 

36 Gel der zweiten Dimension 

37 Zwischenraum zwischen Hatten (28A, 28B), der mit 
KontaJctgel gefiillt wird 

38 Elekttode im oberen PuffergefaB ffir Elektrophorese der 
zweiten Dimension 50 
38 Eleklrode im unlKen PuffergefaB far Elektrophorese der 
zweiten Dimension 



Patentanspriiche 
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1. Kombinadonskammer zur zweidimensionalen 
Trennung von Biomolekiilen oder anderen Stoffgemi- 
schen in waagerecht iibereinander angeordneten Gelen 
durch Elektrophorese mit einer Riickwandpliatte (28A) 
und einer Deckplatte (28B), wobei zwischen Riick- 60 
wandplatte (28A) und Declqplatte (28B) mindestens 
zwei Umlenkelemente (22) zur Ftihrung von Isolierele- 
menten (24) angeordneL sind. 

2. Kombinadonskammer hach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Kammeranordnung aus einem 65 
oberen lEF-Teil fur die Durchfuhrung der lEF-Elekiro- 
phorese in der ersten Dimension uhd einem unteren 
Teil fUr die Durchfilhrung der SDS-Elektrophorese in 



der zweiten Dimension besteht und die Gele (25) und 
(36) waagerecht iibereinander angeordnet sind. 

3. Kombinadonskammer nach Anspruch 1, daduich 
gekennzeichnet, daB die Platten (28A, 28B) nach auBen 
durch Dichtungen (23) abgedichtet werdai und.die Ge- 
staltung der Dichtungen (23) die Dicke der Gele (25. 
36)festiegt. 

4. Kombinadonskammer. nach Anspruc]^ 1, daduich 
gek^mzeichnet, daB neben den Umlenkelementen (22) 
Elektroden (26, 27) fiir. die Elektrophorese der ersten 
Dimension cingclasscn sind. 

5. * Kombinadonskammer nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Platte (28A) aus Keramik oder 
Glas besteht und die Platte (28B) eine transparente 

Platte ist. 

6. Kombinadonskaramer nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Ruckwandplatte (28A) mit 
dem oberen Pufferreservoir (29) der zweiten Dimen- 
sion sowie dem GieBgefaB (30) und dem PufferfuUge- 
faB (31) eine Einheit bildet 

7. Kombinadonskammer nach Anspruch 1, daduich 
gekennzeichnet, daB die zusammengesetzte Konstruk- 
rion aus den Platten (28A, 28B) und dem oberen Puf- 
ferreservoir (29), dem GieBgefeB (30) und dem Puffer- 
fuUgciSB (31) in den unteren Puffertank (32) gcstcllt 
angeordnet ist. 

8. Kombinadonskammer nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine Dichtung (33) angeordnet ist, 
welche anhebbar ausgebildet ist 

9. Kombinadonskammer nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB in dem oberen Pufferreservoir 
(29) und in dem unteren Puffertank (32) Elektroden 
(38, 39) fur die Elektrophorese der zweiten Dimension 
angeordnet sind. 

10. Verfahren zur zwei-dimensionalen Ttennung von 
Biomolekulen oder anderen Stoffgemischen in Gelen 
Oder Polymertragem durch Elektrophorese in caner 
Elektrophorese-Kombinadonskammer, wobei 

- cin lEF-Gcl in der Kombinadonskammer waa- 
gerecht angeordnet und zur Rehydratisierung mit 
Rehydradsierungspuffer iiberschichtet wird, 

- nachfolgend eine Biomolekul- oder Stoffge- 
. mischprobe am lEF-Gel eingebracht oder am TPiR . 

Gel angebracht und die Elektrophorese der ersten 
Dimension durchgefiihrt wird, 

- vor, nach oder wShrend der Durchfuhrung der 
ersten Dimension ein SDS-Gel fiir die Durchfuh- 
rung der zweiten Dimension waagerecht zu dem 
lEF-Gel und von diesem isoliert in die Kombina- 
donskammer eingebracht und das SDS-Gel poly- 
merisiert wird, 

- nach Beendigung der lEF-Elektrophorese die 
Isolicrung aufgchobcn, in die hicrdurcfa cntstchcn- 
den Raumen Kontaktgel eingefiihrt, Pufferlosung 
zugefiihrt and die SDS-Rektrophorese in der 
zweiten Dimension durchgefiihrt wird und an- 
schlieBend die Gele nach bekarmten Methoden 
^twickelt und angefarbt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nach der Rehydratisierung des lEF-Gels 
Uberschtlssige Puffeii6sung entfemt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Aussparung im lEF-Gel durch Ein- 
bnngen eines Spacer-Einsatzes wahr^d der Rehydrad- 
sierung erzeugt wird 

13. Verfahren nach' Anspruch 10, dadurch gekenn- 
.. zeichnet, daB das lEF-Gei nach der Elektrophorese 

durch Zusatz von Reequidbrierungspuffer umgepuffert 
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wird.. 

14. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Isoiierung durch Entfemen eines 
Kunststoffschlauches durch HerauszLeben mittels eines 
Schrittmotoi^ aiifgehobea wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Isoiierung durch Evakuieren eines 
Kunststoflfechlauches aufgehoben wird, wobei der 
Kunststoffschlauch wahlwcise anschlieBend entfemt 
wird odisr in der Kombinationskammer verbleibt. 

16. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gckcnn- 
zeichhet, daB die Kiihlung beider Elektrophorese-Di- 
mensionen durch Eiiitauchen der Gels and wiche in ther- 
mostaderte Pufferlosung der zweiten Dunension er- 

17. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Kiihlung beider Elektrophorese-Di- 
■mensionen durch in der Kombinationskaminer ange- 
ordnece Kiihlkammem realisiert wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekeim- 
zeichnet, daB die Biomolekfll- oder Stoffgemischprobe 
in eine Aussparung im lEF-Gel eingebracht wird. 

19. Verfahren zur eindimensionalen Trennung von 
Biomolekiilen oder anderen Stoffgemischen durch 
Elcktrophorcsc, dadurch gckcnnzcichnct, daB 

anstelle des Gels fiir die Trennung in der ersten 
Dimeiision sowie des Isolierelementes ein Kamm 
mit Probentaschen fur verschiedene Proben in das 
SDS-Gel eingesetzt. and dieses auspolymerisieft 
wird, 

- der Kamm nach dem Auspolymerisieren ent- 
fernt, 

- die Proben in die entstandenen Aussparungen 
eingebracht und 

- nachfolgend die ein-dimensioaale Elektropho- 
rese durchgefUhrt wird. 

20. Hydratisiertes lEF-Gel hergestellt dinch GieBen 
eines Immobilin-Gels mit niedrigem pK auf einer Gel- . 
polymcrisationsfolic und des sen Polymerisation, Gie- 
Ben eines Acrylamidgels auf dem Immobilin-Gel vind 40 
des sen Anpolymerisation, GieBen eines Tmmobilin- 
Gels mit hohem pK auf dem Acrylamidgel und dessen 
Anpoljrmerisation und nachfolgraides Rehydratisieren 
mittels eines Rehydratisierungspuffers, der 1-4% von 
solchen Ampholinen enthalt, die einen pH-Bereich in- 
nerhalb von 2-11 ermpglichen. 

21. EEF-Gel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Immobilin-Gele aus 6-10%, vorzugsweise 
10%, Acrylamid unter Zusatz von 50-200 mM. vor- 
zugsweise 50—100 mM, Tmm nhilin hergestellt sind. 

22. EEF-Gel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
. net, daB das Acrylamidgel aus 3,5-4,5%, vorzugsweise 

3 ,5-4% , Acrylamid hergestellt ist. 

23. EEF-Gel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Rehydratisierungspuffer von 5-9,5 M, vor- 
zugsweise 9 M, Hamstoff und gegebenenfaUs Deter- 
genzien, vorzugswdse 'iXveen 20, Ch^s oder Triton X- 
100 enthalt 

24. TEF-Gel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
net, daB vor der Rdiydratisierung gegebenenfaUs 
Waschschritte durchgefUhrt warden und getrocknet 
wird. 

25. TVockengel hergestellt durch GieBen eines ItmncH 
bilki-Gels mit niedrigem pK auf einer Gelpolymeiisati- 
onsfolie und dessen Polymerisation, GieBen eines 
Acrylamidgels auf dem Immobilin-Gel und dessen An- 
polymerisation, GieBen eines ImmobHin-Gels mit ho- 
hem pK auf dem. Acrylamidgel und dessen Anpolyme- 



risation. 
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